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Fa s抗原は ア ポ ト ー シ ス 誘導活性を有す る細胞表層膜蛋白 で あ り , 胸腺 , 肝臓, 肺 , 卵巣 , 心 臓等の 臓器 で そ の 発現が
確認され て い る . 中枢神経系に お い て は現在 ま で に 神経膠腫に お い て Fa sの 発現が確認 されて お り, 実際に 培養神経膠腰細胞
に おい て は 抗 Fa s抗体に よ りア ポ ト ー シ ス が 誘導され る こ と が 報告され てい る. しか し, 神経細胞 に おけ る Fa s の 発現お よ
び抗 Fa s抗体の 神経細胞に対する影響 に 関 して ほ 現在 なお 不 明 で ある ･ 本研究で は Balb/c マ ウス 脳 にお け る Fasの 発現に 関
して , 蛋白お よ び m R N Aに 注目 して 検索 した . 逆転写 P C R(re v er setra n s criptio n-P C R, R T-P C R) に よ る検索 で は 1 Fa s
m R N A ほ大脳 , 小脳 , 海馬 に 存在 した . 免疫組織化学的検索 で は Fasは 海馬の C A 2 と C A3お よ び大脳皮質第Ⅷ 層 の 錐体細
胞に 発現 して い た が , 小脳 で は 発現ほ確認 され な か っ た ■ さ らに , 全海馬 お よび 大脳 の 細胞 を培養 し未固定 の 状態で免疫染色
後, フ ロ ーサ イ ト メ ー タ ーで検索 した と こ ろ , 海馬は Fa s陽性の 神経細胞が相当数 大脳に は少数存在 して い た ･ 以上 よ り ,
神経細胞 の 一 部 に Fa s が発現す る こ と が 確認され , こ れ に よ り中枢神経系 に おける神経細胞 死 に Fas が 関与す る可 能性 が示
唆され た .
Key w ords anti-Fas a ntibody, apOptOSis, Balb/c m o u s e, Fa sa ntige n, n eu rO n
い わ ゆる細胞死 は壊死 と ア ポ ト ー シ ス に大別 され る
l)2)
. 壊 死
ほ種々 の 原因に よ っ て惹起 される受動的な細胞死で ある の に 対
し, ア ポト ー シ ス ほ 生体 に と っ て 不 必要 な細胞が合目的に 排除
され る際に 誘導 される生理的細胞死と考 え ら れ て い る
3)
. ア ポ
ト ー シ ス ほ核 ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 核 お よ び細胞質 の 濃縮 , 断片
化な どの 形態学的特徴 や , D N Aに180- 200塩基対(bas epair,
bp)の 整数倍 でオ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム 単位の 断片化が お こ る と
い っ た生化学的特徴か ら壊死 とは 明 確に 区別 され るl). 1 97 2年
に は じめて 報告 され て 以来 , 免疫系 , 血 液系, 神経系 に お い て
多くの 研究が な され , ア ポ ト ー シ ス は 生体の 恒常性維持に 重要
な役割を果たす こ とが 知 られ て い る5ト 8)
Yo n ehar aらは1 98 9年 に こ の ア ポ ト ー シ ス 誘導活性 を有す る
細胞表層膜 タ ン パ ク 質に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で ある 抗
Fa s抗体を 作製 したg). こ の 抗 Fa s 抗 体 に よ り 認識 さ れ る
Fas抗原ほ , 31 9個の ア ミ ノ 酸か らな り1 つ の 細胞膜貫通部分
を有する Ⅰ型 の 膜蛋白で ある . そ の 細胞外 ドメ イ ン は シ ス テ イ
ン 残基に 富み , 腫瘍壊死 因子(tu m or n e cr osisfa ctor, T N F)の
レ セ プ タ ー や 神経成長因子(n e r v egr o wth fa ctor, N G F)の 低親
和性 レ セ プ タ ー と相 同性を有 し, T N F/N G Fレ セ プ タ ー ス ー
パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 する . Fa s 抗原 は 胸腺 や t 肝 臓 , 肺 , 卵
軋 心臓等の 臓器で 強く発現 して い る こ と が 知 ら れ て い る10)11)
Fas cD NA をマ ウ ス T リン パ 腫細胞 に 導入 し , Fas抗原を強く
発現させ る と抗 Fas 抗体 で ア ポ ト ー シ ス が 誘導 され る こ とか
ら, Fas抗原が ア ポ ト ー シ ス の シ グナ ル を細胞内に 伝え て い る
ことが明 らか に な っ た】2) . ま た , 細胞障害性 丁 細胞 か ら Fasリ
ガ ン ドの cD N Aク ロ ー ニ ン グが 行わ れ , 生体内に は , Fa s抗原
に 対す る Fasリ ガ ン ドが存在 し, ア ポ ト ー シ ス を誘導 して い る
こ と が 明 らか と な っ た13 卜 15)
脳神経領域で ほ神経膠腫 に お い て Fa s抗 原の 発現 が確認 さ
れ て お り , 実 際に ある種 の 培養神経膠腰細胞 に お い て は 抗
Fa s抗 体に よ りア ポ ト ー シ ス が 誘導 され る こ とが 報告され て い
る
16) ～ lさ)
. さ らに , 脳腫瘍組織に お い て ほ Fa sの 発現と ア ポ ト ー
シ ス の 頻度 と が 相関 して い る こ と よ り , 抗 Fa s 抗体 ま た は
Fa s リ ガ ソ ドに よ り腫瘍細胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘導す る こ と
で , 神経膠腰を治療する可 能性 が論 じ られ て い るIg).
しか し, マ ウ ス に 抗Fa s抗体 を腹腔内投与すると 激症肝炎が
誘発 され る 抑 よ うに , 抗 Fas 抗体が抗腫瘍効果 を持 つ と して
も , 同時に 神経細胞毒性をきたすと い う懸念がある . 現在まで
に 正 常神経細胞 で は Fa sの 発現 ほ 確認され て お らず21), また抗
Fas 抗体や , Fasリ ガ ン ドの 正 常神経細胞に 対する影響ほ 不明
で ある .
こ の よ う な 背景 よ り , 本研究 で ほ 中枢神経細胞 に お け る
Fas の 発現の 有無を蛋白お よ び m RNA レ ベ ル か ら検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 実験動物
実験動物は生後15 日の Balb/c マ ウ ス お よ び M R L lpr/1pr マ
ウス を用 い た . M R L Ipr/1pr マ ウ ス は , リ ン パ 節に 特殊な T 細
胞の 蓄積や自己抗体の 産生に よ り , 糸球体腎炎や全身 エ リテ マ
ト ー デス 様の 自己免疫疾患をきた し , 約5 カ月 齢で死亡 する2 2〉.
平成7年12月15日受付 , 平成 8年2月13 日受理
A bbre v ation s :bp, base pair; CA, C O r n uAm monis; FC S, fetal calf se ru m; FIT C, flu orescein
isothiocyan ate; M A P, mic rotub ule- aS S OCiated protein; N G F, n e rv egrO Wth factor; RT- PC R, r eVer S e
tran scription -P C R; T N F, tu m O r n e C r OSis fa ctor
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Tablel･ O ligo n u cle otide primersfo rpolym er as echain r ea ctio n(P C R)forFa sD N A





1 27- 46 C G C T G T T T T C CC T G C T G C A
2 1029- 104 9 A C T G A G G T A G T T T T C A C T CCA
T he length of P C Rpr odu ct with thes eprim er sis lO23bas epairs.
Table2. 01igo n u cle otide prim e rsforP C Rfo rβ-tubulin
D NA





A T G T G G C A A C C AGAT C G G T G C T
B A GCCT CG GTG A A C T C C A T C T C
T he le ngth of P C Rprodu ct with the seprim e rs is 1200
ba s epalr S.
こ れ は , Fas 遺 伝 子 の 第 2 イン 1､ ロ ン に † ラ ン ス ポ ゾ ン
(tr a n spo s o n) の 挿 入 が あるた め に 機能的な Fa s mR N Aの 発現
が ほ とん ど認 め られ ない ため と考え られ て い る幻). ま た 神経細
胞初代培養に 際 して ほ 生後1 日 の Balb/c マ ウ ス を用 い た .
Ⅱ . 免疫組織化学的検索
生後15 日の Balb/c マ ウ ス を ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 に て 断
頭 し , 脳を摘出 した . 摘出 した 脳ほ 直ち に 4 %パ ラ フ ォ ル ム ア
ル デ ヒ ドに 澄渡 し , 電子 レ ン ジ に よ る マ イ ク ロ ウ ェ イ ヴを20秒
間 , 3回 照射 した 後 , 4 ℃ で 6時間浸溝周定を行 っ た . ポ リ エ
ス テ ル ワ ッ ク ス (B D H Labor atorySup plie s,Po ole, Engla nd)に
包哩 した 後 , 厚 さ 5〝m の 全脳連続切片 を作成 し 3- ア ミ ノ プ ロ
ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ ン (A ldrich, M ilw auke e, USA)を 塗付 し
た ス ラ イ ドグ ラ ス に貼付 した . 一 次抗体 ほ l ラ ッ ト 抗 マ ウ ス
Fa s抗体で あ る R M F9(京都大学ウ イ ル ス 研究所 , 米原 伸教
授よ り供与)を 2恥g/mlの 濃度で 4 ℃に て 一 晩反応 させ た . 対
照 と して ほ , 4% パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド固定 した 免疫染色 に
は 適さ ない こ と が フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る検索 で確認 され
て い る ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Fa s抗体 , R MF6(京都大学 ウ イ ル ス 研
究所 , 米 原 伸教授 よ り供与) を 同様 に 使用 し た . R M F 9,
R M F 6い ずれ も 20/唱/ml の 濃度で 使用 し , 抗体と 艇織切片 を
4 ℃に て 一 晩反応 させ た . 二 次抗 体は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ (hors e radish per o xidas e, H R P) 標識ヤ ギ 抗 ラ ッ ト Ig
'
s
(G + L) 坑休を 1時間反応 さ せた . 最後 に 3, 3∵ジア ミ ノ ベ ン ジ
ジ ン (3, 3
'
-diamin obe n zidin e tetrahydr ochloride, DAB)
(PIE R C E,Illin os, USA) に て 抗体の 可 視化 を行 い , 光学顕微鏡
に て 観察 した .
Ⅲ . 逆転写 P C R(r e v e rs etr a n s c riptio n- P C R, R T- P C R)法
1 . 脳組織の 摘出
生後15 日の Balb/c マ ウ ス よ り ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 に て
大脳 と海馬 , 小脳を摘出 した後 , 迅速 に 細か く破砕 し , 液体窒
素 に て急速凍結 し - 80 ℃に保存 した . 陰性対照 と して ほ , M RL
lpr/1pr マ ウス の 脳観織を用 い た .
2 . 総 R N Aの 抽 出
IS O G E N(ニ ッ ポ ソ ジ ー ン , 富山)の 総 R N A単離試薬を用 い
て凍結保存 した マ ウ ス 脳鮭織 よ り総 R N Aの 抽 出を 行 っ た . す
なわ ち , 鼠織 1 00m g あた り 1ml の 割合で IS O G E N を加え 5
分間静置 した 後 , ク ロ ロ ホ ル ム (和光, 京都)を観織 1 00mg あ
た り 0･2mlの 割合 で 加 え て 混和 し, 4 ℃, 1 0000rp 町 20分間遠
心 した . R N Aを 含む 水層 を別容器 に 移 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル
0･5ml を加え 混和後 , 4 ℃, 1 0000rpm , 20分間遠心 した の ちイ
ソ プ ロ パ ノ ー ル を 除去 した . 最後に75% エ タ ノ ー ル を 1ml加
え , 4 ℃, 7500rpm , 5分間遠 心 した 後 , エ タ ノ ー ル を 乾煉さ
せ , 沈 澱 した R NA をェ リ ュ ウ シ ョ ン 緩衝 液 (P har m a cia,
Up ps ala,Sw ede n)10 0plに 溶 解 して . 260nm の 吸 光度を 測定し
総 R N A濃度 を測定 した .
3 . cD N A合成
抽出 した R N A を鋳型 と して cD N A合成を行 っ た . すな わ
ち , R N A 3pgを70 ℃ で10分間変性 さ せ た 後 , 20m M Tris-HCl,
pH 8.4, お よび 50m M 塩化 カ リ ウ ム (K Cl), 2.5m M 塩化 マ グネ
シ ウ ム (MgCl2), 0･5m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸
(de o xyribon u cleotide tripho sphate, d N T P), 1 0m M ジチ オ ス レ
イ ト ー ル (dithiothr eitol, D T T), 500ng オ リ ゴ (d T)1 … , 200単位
ス ー パ ー ス ク リプ ト(GIB C O B R L, Gaithersburg, U S A)20plの
混合液の 中 で42 ℃に て50分逆転写反応 を行 い CD N A を作成し
た .
4 . P C R反応
上 記の 試料 3mlを 鋳型 と し P C R法かこて マ ウ ス Fas遺伝子断
片 の 増幅を行 っ た . 蓑 1 , 蓑 2 に 示 す よ う な プ ラ イ マ ー と
P C R反応緩衝液 , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液[d A T P,
d G T P, d CTP, d T T P各 500JIM (GIBCO B R L)], お よ び Taq
D N A ポ リメ ラ ー ゼ (Perkin-Eim erCetu s, Nor w alk, U S A)2.5単
位を用 い P C R反応を行 っ た . 蒸 発防止 の た め 3恥1の ミ ネ ラル
オ イ ル (S higm a, St.Lo uis, US A)を 重層 した . 反応 に は D N A
T her m al Cycler(Perk h Eim er) を使用 し , 熱変 性を94 ℃, 1分
間 , ア ニ ー リ ン グ を57 ℃】 1分間 , D N Aの 伸 長を72 ℃, 2分
30秒間行うの を 1 サ イ ク ル と して , 30サ イ ク ル 繰 り返した . 反
応終了 後 ▲ D N A溶液 1 0/上l を 1〃g の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド
(ニ ッ ポ ン ジ ー ン) を 加 え た 1 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル (S higm a) に
100 Vの 起電圧で電気泳動 した . D N Aサ イ ズ マ ー カ ー と して
は , ◎1 74/Ha e ダイ ジ ェ ス ト (Ne w Engla nd Biolabs, Be v erly,
US A) を用 い た . 紫外線照射に よ り増幅され た D NA 断片の検
出を行 っ た .
Ⅳ . 免疫細胞化学的検索
1 . 神経細胞初代培養
生後 1 日の Balb/c マ ウ ス 脳 よ り海馬 お よ び大脳皮質を分離
し, 酵素処理お よび 機械的処理に よ り分散 した . ポ リ エ チ レ ン
イ ミ ソ で コ ー ト した チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド (Nu n c, Napervi11e,
U S A) と 6穴 デ ィ ッ シ ュ (岩城ガ ラ ス , 東京) 上 に 2×10
5/c m
2
の 密度 とな る よう に 播種 した . こ れ らの 細胞 を 5% 牛胎仔血清
(fetal c alfs er u m, F C S)(Equite ch-Bio, Jngra m, U S A) 加ダル
べ
ッ
コ 変法 イ ー グ ル/F12培 軋 (Dulbe c c o modified Eagle
'
s
m ediu m/F1 2, D M E M/F12) (GIB C O B R L)に て37℃ , 5 %C O2
存 在下 で培養 した . 培 養48時間後 に 培地 を N2 サ プ リ メ ン ト
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Fig･1･ Im m u n ohisto chemic alstaining of Balb/c m o u sebr ain u sing an antibody again st Fas antige n. (A) Hippo c am pu s(×40),
(B) Cortic al Ⅲ 1ayer of c er ebru m(×200). (C) a nd (D) C A 3s e cto r of hippo ca mpus (×200). (E) a nd･(F) C A 2se ctor of
hippoc a mpu s(×200). (A),(B).(C)a nd(E). Im m u n o stained with antトFas antibody, R M F 9. (D)a nd(F). lmrn u n o stain ed with
C Ontr ol a ntibody, R M F 6. 1, C A l; 2, C A 2;3, C A 3; D G, de nda.yte gyru S.
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(GIB C O B R L) を添加 した 無血清培地と交換 した .
2 . 免疫染色
培養 6日 目 に チ ャ ン バ ー ス ラ イ ドの 培養液を除去 した 後 , リ
ン 酸緩衝液(pho sphate-buffer ed s aline, PBS)(pH 7.2)に て 洗浄
し, Fas 染色と微小管結合タ ン パ ク 質(micr otubule-a SS O Ciated
pr otein, M A P)-2染色の 二 重染色を行 っ た . Fas 染色で は 標
本を未固定の ま ま 一 次抗体 と して R M F 9を 2恥g/皿1の 濃度 で
20 ℃, 30分間作用 させ , 二 次抗体 と して ビ オ テ ン 標識 ヤ ギ 抗
ラ ッ トIg
'
s(G + L) 抗体(CederLan e, Ontario, U S A)を20 ℃.
15分間作用 させ た 後 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ ー ロ ー ダ ミ ン コ ン ジ ュ
ゲイ ト(Serote c, Kidlingto n, Engla nd)に て 発色 した . 陽性対照
と して は , Fa s を NIH-3T 3細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ さ せ
た 細胞を用 い て 上 記の よ うに染色 した . 陰性対照 と して ほ , 一
次抗体に ラ ッ ト IgG (P har minge n, Sa ndiego, U S A) を用い た .
そ の 後, こ れ を0.1% ト ラ イ ト ン X(東京化成工業 , 東京)を加
え た 4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドに て 1 0分 間国定 し , 抗
M A P-2抗体(Lein c o, W a n chester, Engla nd)1 0FLg/mlを 室温 に
て30分間作用さ せ た . 最後に 二 次抗体 で ある フ ル オ レ セ イ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト (flu ore s c ein isothio cya n ate, FI T C)標識抗 マ
ウ ス IgG ヤ ギ抗体(Cappel, Darha m, U S A) に て 発色 した . 蛍
光顕微鏡に て こ れ を観察 した .
3 . フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る解析
デ ッ シ ュ に 5m M E D T Aを 5分間作用 さ せ た 後 , ラ バ ー を 用
い て 培養細胞を剥離 した . E D T A を洗い 流 し , 5% F C S を含
ん だ P B Sに 浮遊 さ せ , 9 6穴 デ ィ ッ シ ュ ( 岩城ガ ラ ス) に
1×10
5/c m2 の 密度 で 播種 し, R MF 9を用 い て 染色を行 っ た . 二
次抗 体 と し て FI T C標識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト Ig
'
s (H+L) 抗体
(CederLa n e) を 作用 させ 発色 した . 染 色 し た 試料 を Epic s
Elite(Co ulte r, M ia mi, U S A) に て 測定 した . 陰性 対照 と し て
は , 2 . と同様 にン ー 次抗体 に ラ ッ ト IgG(P har minge n) を用 い
た .
成 績
Ⅰ . マ ウ ス 脳 に お け る Fa s 蛋白の発現
Balb/c マ ウ ス に お い て は Fas 蛋白の 発現が海馬に お い て 観
察 され た (図1 A). 海馬 C A 2 と C A 3に お い て は ほ と ん どの 細
胞 の 細胞膜 に Fa s の 強い 発現が 認め られ た ( 図1A, C, E).
しか し, 海馬 の 他 の 領域 で あ る C A l や歯状 回 (de ndayte
g yrus, D G) に お い て は 発現 は認め られな か っ た ( 図1 A). 大脳
に お い て も皮質第Ⅲ層の 錐体細胞 に Fas蛋 白陽性 の 神経細胞
bp 1 23 4 5 678 9
Fa s l O 78 噌
β-tubulinlO 7 8-
Fig. 2, R T-P C Ra n alysis of Fas mR N A fr o m m o u sebr ain .
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が認め られ た (図IB). しか しそ の 数ほ 海馬 に 比 し少 なか っ た .
小脳に お い て ほ免 疫組織化学的 に Fas 蛋白の 発 現を 確認 し待
なか っ た .
II. Fa s mR N A の発現
Balb/c マ ウ ス 全脳を 用 い た ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダイ
ゼ イ シ ョ ソ 法 に よ る検討で は Fa s m R NA の 発現ほ確認 し得な
か っ た との 報告11)が あ り ∴組織切片上 で の 固定細胞ノ ､イ ブ リ ダ
イ ゼ イ シ ョ ン (in situ hybridiz atio n) で ほ Fa s mR N Aの 同 定ほ
不可 能で ある こ とが 予想され た . こ の た め Ba払/c マ ウ ス 脳を
大脳 , 小脳 , 海馬に 分け , Fa s mR N Aの 発現 を R T-P C Rに よ
Fig. 3. Im rn u n o staining of cultu red c ells. Cells witho ut
fix atio n w er e stain ed with a nti-Fa s a ntibody, R M F9 a nd
biotin go at a nti-r atIg (H + L) a ntibody a nd the n treated
with rhodamin
.
e- C O njugated str epto avi din e･ (A) a nd (B)
NIH-3 T 3c ells tr a n sfe cted with Fa s a ntige n :(A), pOSitiv e
C O ntrOl;(B), n egativ e contr ol. (C)Hippo c a mpaln e u ro ns
X 400).
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り検索 した と こ ろ , 大脳 , 小脳 l 海 馬の い ず れ に お い て もそ の
発現が確認され た . た だ し, そ の 発現量は 陽性対照 の 胸腺に 比
し著 しく少なか っ た . 一 方 , 陰性対照 と して の M R L Ipr/lpr マ
ウ ス に おい て ほ 脳 およ び 胸腺 の い ずれ に も Fa s mR N A ほ全く
認め られ な か っ た (図 2).
m . 培養神経細胞 にお け る Fas 糞白 の 発現
上記の 結果よ り , 脳 内に おけ る Fas蛋白の 発現 ほきわ め て 微
量である こ と が示 唆 され た た め , 海馬 と大脳の 培養神経細胞 を
用い て , 免疫染色 と フ ロ ーサ イ ト メ ー タ ー に よ る解析 を 行 っ
た . こ の 際 , Fas を発現 して い る細胞 が神経細胞で ある こ と を
確認する ため , 抗 M A P-2抗体を 用 い た免疫 二 重染色を行う こ
とに よ り神経細胞の 同定 を行 っ た . 免疫 二 重染色 に お い て は
MAP≠2陽性の 海馬神経細胞 と大脳神経細胞の 両 者に お い て
Fas陽性細胞 が確認 され た (図3). フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ
る解析で ほ海馬細胞と大脳細胞の い ずれ に お い て も Fas の 発
現が認め られ た . 海馬細胞 に おけ る Fa sの 発現量ほ大脳細胞に
おける発現量 よ り有意に 多カーゝ っ た (図4 ).
考 察
個体発生や生体 の 生理 的な ら び に 病的状態に お い て 生 じる細
胞死に ほ 壊死 (ネ ク ロ ー シ ス)と ア ポ ト ー シ ス が ある
1)2)
. 壊死 は
物理的お よび 化学的要因や虚血 補体 の 作用 等に よ っ て障害さ
れた 一 群の 細胞に 見 られ る受動的細胞死 であ り, 外部か らの 障
害や刺激に よ り, 細胞膜 の 裂傷 , 細胞 内物質の 流出が続き周囲
の 細胞に 対 して 害 を 及ぼす
2)
.
こ れ に 対 し , ア ポ ト ー シ ス は生
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体に と っ て不 必 要に な っ た細胞が排除さ れ る際に 誘導さ れ る生
理 的細胞死 で あ り, 染色体や 細胞質の 凝縮 , 細分化を伴い , 最
終的に は 食細胞に 捉え られ , 周 りに 影響 を 及 ぼ さず に 消滅す
る . ア ポ ト ー シ ス は核 ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 核 およ び細胞質の 濃
縮 , 断片化な どの 形態学的特徴や , D N Aに 180- 200bp の 整数
倍 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム 単位の 断片化が お こ ると い っ た 生化
学的特徴か ら壊死 と は明確に 区 別 され る1)3)4) . こ れ ま で , 免疫
系▲ 血 液系, 神経系に おい て ア ポ ト ー シ ス に 関する多くの 研究
が な され , 個体発生や生体の 恒常性維持に ア ポ ト ー シ ス が 重要
な役割を果たすこ と が知 られ て い る5卜8)
1 989年に Yo n eharaらほ ア ポ ト ー シ ス 誘導活性を有する細胞
表層膜 タ ン パ ク質 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で あ る抗 Fa s
抗体を作製 した
g)
. 次い で こ の 抗 Fas抗体が認識する Fas 抗原
の cD N Aが Itoh らに よ っ て ク ロ ー ニ ン グ され た
10)
. Fa s抗原
は , 1 つ の 細胞膜貫通部分を有す る Ⅰ型膜蛋白 で あり , 319個
の ア ミ ノ 酸か ら な る . そ の 細胞外部分は シ ス テ イ ソ 残基に 富み
T N Fの レ セ プ タ ー や N G Fの 低親和性 レ セ プ タ ー と相 同 性を
有 し , T N F/N G Fレ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー に 属する . Fasと Ⅰ型
T N Fレ セ プ タ ー (p5 5)の 細胞質部分に ほ , 68ア ミ ノ 酸に わ た り
有意に 相 同性を 示す領域が存在 し, こ の 領域が , 両 分子 の 細胞
障害機能 に 重要な役割を果たす ド メ イ ン (de ath do m ein) で あ
る こ と がわ か っ て い る
11)24)
. Fas cDNA を マ ウ ス T リ ン パ 腫細
に 導入 し , Fas抗原 を強く発現 させ る と抗 Fa s抗体で ア ポ ト ー
シ ス が誘導され る こ と か ら , Fas抗原が ア ポ ト ー シ ス の シ グナ
ル を細胞内に 伝 え て い る こ と が判 明 した12). また 細胞障害性 丁
細胞 か ら Fas リ ガ ソ ドの CD N Aク ロ ー ニ ン グよ り , 生 体内に
ほ Fa s抗原と い う レ セ プ タ ー 分子 に 対 して Fas リ ガ ン ドと い
う作用分子 が 対応す る形で 存在 して い る こ と も 明 らか と な っ
た13 卜 15)25)
Fa s抗原の 発現ほ , 胸腺を ほ じめ 肝臓, 肺 , 卵巣, 心 臓の 諸
臓器 で 認め られ て い る1t). 特 に 免疫系で ほ , 細胞 レ ベ ル で そ の
発現が 明 らか に さ れ , Fas 抗原 とそ の リ ガ ン ドは , 胸腺 内の ネ
ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン , 自己反応性免疫細胞の 除去 , 末梢 に お
け る活性化 丁 細胞の 除去な どに 重要な役割を担 っ て い る と 推
定 され て い る2 抑 . 自己免疫疾患 や エ イ ズ な ど細胞死 の 制 御が
異常 で ある 疾患 に お い て ほ Fa s の 関与に つ い て 精力的な研究
が な され て い る
那g)
. ま た慢性関節川 ユ ウ マ チ で ほ , 滑膜細胞 で
Fa s依 存性の ア ポ トーシ ス が 生 じて お り , 疾患 の 活 動性 に
Fa sが 何らか の か かわ りが ある こ と が推定 され ∴ 治療 へ の 応用
が 期待され て い る30)31)
今回 , 陰性対照と した M R L lpr/1pr マ ウ ス ほ , リ ン パ 節 に 特
殊な T 細胞の 蓄積や自己抗体の 産生に よ り , 糸球体腎炎や 全
身 エ リ テ マ ト ー デ ス 様の 自己 免疫疾患をきた し , 末梢 丁 細胞
の 除去機構も異常で あ る こと が 知 られ て い る22)32). こ の よ うな
M R L Ipr/lpr マ ウ ス で ほ , Fa s遺伝子 の 第2 イン ト ロ ン に ト ラ
ン ス ポ ゾ ン (tra n spo so n)の 挿入 があ り機能的な Fa s mR N Aの
発現が は と ん ど認め られ な い と され て い る
23)
. 本研究 に お い て
も , こ の M R L Ipr/1pr マ ウ ス 脳組織 に お い て ほ 大脳, 小脳 , 海
馬の い ずれ に お い て も . Fas 蛋白や Fas mR N Aの 発現は全く
み られ な か っ た .
一 方 , Balb/c マ ウ ス 脳 に お け る検索に お い て
は , 免疫鼠織化学的検索 で ほ Fa s蛋白ほ海馬 C A 2 とCA 3 お
よ び大脳皮質に お い て , 陰性対照に 比 し有意 に 発現が確認され
た . さ ら に R T- P C Rに よ る検索で ほ , Fas mR N Aの 発現は大
脳 , 小脳 , 海馬の い ずれ に お い て も確認 され た . した が っ て ,
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小脳 に 存在する蛋白は ごく微量である こ と が推定 され た .
免疫組織化学的検索 に よ り脳内に は Fas 蛋 白が 微量存在す
る こ とが 明 らか と な っ たが , これ を確認す るた め に 海馬 と大脳
の 神経細胞を培養 し未固定の 状態 で免疫染色を行 っ た後 , 蛍光
顕微鏡 と フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー に よ る解析を 行 っ た . 蛍光顕徴
鍬 こよ る観察 で は M A P-2 陽性の 海馬神経細胞と大脳 の 神経細
胞の 両者 に お い て Fas 陽性細胞が確認され た . フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー に よ る解析 で は海馬細胞 に お い て Fas の 発現が 多く ,
大脳細胞 に お い て ほ ごく 一 部 で ほ あるが Fas 陽性 の 細胞 が認
め られた .
中相神経系の 発生過程に お い て は通常, 神経細胞は過剰に 生
産 され, そ の うち20～ 70%の 細胞 が脱落 して 行 く と言わ れ て い
る瑚 . そ の 病 理学的特徴 は ア ポ ト ー シ ス に 類似 し, 自然 に 起 こ
る神経細胞死(n atur ally o c c u ringn e ur o n al de ath)で あ ると され
る抑 . これ に ほ脳 由来神経栄養困子(br ain-deriv ed n e ur otr ophic
fa ctor, B D N F)や 塩基性線維芽細胞成長田子 (ba sic fibr obla st
gr o wth fa cto r, b F G F)な ど種 々 の 神経栄養因子 の 関与が 示 唆 さ
れ て い る
35)が , 現在 まで 脳内に お ける Fasの 存在 が確認 され な
か っ た た め Fasの 関与ほ報告 され て い な い . しか し, 本研究よ
り神経細胞の 一 部 に Fas陽性の もの があ る こ と が確認 され た .
特に 海馬 と大脳の 培養神経細胞に Fa sが 発現す る こ と が 確認
された た め , こ の 培養神経細胞の 系に 抗 Fa s抗体や Fa s リ ガ
ソ ドを 作用 させ る こ と に よ り ∴実際神経細胞に ア ポ ト ー シ ス が
誘導可 能か どう か の 検索が可 能と な っ た . こ れ らに よ り今後 ,
自然に 起 こ る神経細胞死と Fas と の 関与 に つ い て の 検索 が 待
た れる .
西 岡らほ 慢性関節リ ュ ウ マ チ の モ デ ル マ ウ ス の 腹腔内お よ び
関節内に 抗 Fas抗体を 投与 し, 投与群で は明 らか な 関節炎 の 消
退が認め られ た と し , 臨床応用 の 可 能性を 示 唆 した
2g)30)
. 脳腫瘍
組織に お い ても Fa s の 発現と ア ポ ト ー シ ス の 頻度 と が 相関 し
て い る
t8)こ とか ら, 抗 Fa s抗体 また は Fas リ ガ ン ドを 用 い て
Fas を介 して 細胞 に ア ポ ヤ ー シ ス を誘導す る治療 の 可 能性が論
じられ て い る
1 9)
. た と え ば悪性神経膠腫に対 して ほ 手術 に 加 え
て放射線治療 , 化学療法 , 免疫学的療法を含む 集学的治療が行
われ てい る が , 現時 点で ほ そ の 長期的治療成績 はき わ め て 悪
く , 平均生存期間ほ8.7～ 20.9ヶ 月 で あり , 5年 生存率 は 8%
前後 で ある36 ト 40). こ の よ うな 悪性神経膠腫に 対 して ほ抗 Fa s抗
体を用 い た 新 しい 治療法 の 開発が期待 され る.
しか し ∴治療上 の 観点か らは 抗 Fas抗体を マ ウ ス に 腹腔内投
与す ると激症肝炎 が誘発 され る20)こ と よ り, 抗 Fas抗体を 全 身
投与す る こ と は 出来 な い も の と 思われ る . した が っ て , も し脳
腫瘍 に 対す る臨床応 用 が可 能 で ある とすれ は, 関節炎と 同様 に
全身投与で は なく , 局所 投与 が有用 であ る と 思わ れ る . し か
し , これ ま で 正常 脳で は Fas の 発現に 関 して は , 詳細な 検索 は
お こ なわ れ て お ら ず1】, 抗 Fa s抗体や Fa sリ ガ ソ ド の 神経細胞
に 対する影響ほ 不 明 で ある . 神経細胞 が Fa sを 発現す る こ と は
本研究の 結果か らも明 らか で あ り , 神経膠腫治療 に お け る抗
Fas 抗体や Fa sリ ガ ン ドの 応用を考慮する な ら ば, こ れ らの 神
経細胞に 対す る影響 に 関 して 詳細に 検討す る必要があろう .
結 論
Balb/c マ ウ ス 脳に おけ る ･Fas蛋白と mR N Aの 発現 に 閲 し,
免疫組織化学的検索な らび に , R T-PCR 法 , 免疫細胞化学的検
索を行い , 以下 の ような 結果を得た .
1 . Fas蛋白は , 免疫鼠織化学的に 海馬の C A 2と CA 3 およ
び大脳皮質第Ⅲ層の 神経細胞 に 発現が み られ た .
2 , Fa s mR N A ほ, 大脳と 小脳 , 海馬に 存 在 して い る こと が
確認 され た が , 陽性対照 の 胸腺 に 此 し発現量ほ少 なか っ た .
3 . 陰 性 対照 で あ る M R L lpr/1pr マ ウ ス に お い て は , 大
脳, 小脳 , 海馬の い ずれ に お い ても Fa sの 発現ほ み られ な か っ
た .
4 . 以上 よ り , 生理 的な神経細胞死 に Fa sが 関与 して い る可
能性 が示 唆 され た .
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Key w ords a nti-Fas a n tibody, apOPtOSis, Balb/c m o use, Fa santlge n, n e urO n
A bstr act
Fas an tigen(C D95)is a c ell-Surfacere c epterprotein which m ediates apoptosi ･ Itis well know n thatFasantigenis
expressedin the m o usethym us,1u ng,he ar [,1iver, andovary･ A ltho ughhum anglio m a cellshavebee n reported to expressFas
an tlge n,itstillre m ains u nk ow n whether n euro ns expressFas, and whether an ti-Fa s an tibodyhas any efftct o ne urons. The
expression ofFas aJld it
I
s mR N Aw ere studied in the Balb/c m ous ebrain ･ By R T- PCR, Fa srnR N Aw as e xpressedin the
Cerebru m, C e r ebllu m, a ndhippo ca mpus･ Byim m unohistochemistry, Fa s antigen w as expressed in the C A 2and CA 3sectors
Of the hip p∝ a mpuS and cerebru m, Whereasitw as n egativein c erebellu m ･ In c ultured hip po campal andc erebral neuro n s,
Fa s antlge n W aS C Onfirm edusinglm m un Oflu oresce nce a nd now cyto m etr･ Fas expressio n w as s eeninhippoc a mpalneuro n s
andals oin cerebralneur o n s･
r
nleS e r e S ultsindic ate thatthere e xistne uro ns which e xpre s sFas and thatFasmightplayso m e
r olein ne ur onalcell death.
